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論文内容の要旨 
【背景・目的】 
哺乳動物の小胞体で合成される膜タンパク質や分泌
タンパク質は生命活動に重要である。これらのタンパ
ク質の多くは分子内に 2つのシステイン残基が共有結
合したジスルフィド結合を有している。ジスルフィド
結合の形成はタンパク質の折り畳みと連動しており、
哺乳動物では Protein Disulfide Isomerase (PDI) ファミリ
ータンパク質と呼ばれる約 20種類のタンパク質群がこ
れらの反応を触媒する。PDIファミリータンパク質は
上述の機能に加え、小胞体内で生じた誤って折り畳ま
ったタンパク質の分解の促進や小胞体ストレス応答、小胞体カルシウムイオン濃度の制御など
細胞内における多様な機能を有することが明らかにされつつある。さらに近年は細胞外におい
て血液凝固や細胞接着の制御を行っていることが明らかになった。しかし、個々のタンパク質
の生理的機能はほとんど明らかになっていない。PDIpは最もよく研究されている PDIファミリ
ータンパク質である PDIと 47.3%のアミノ酸配列同一性をもつ。一方で PDIpは N末端に酸性
残基の多い領域を有する、3つの糖鎖修飾部位を持つなど PDIと異なる特徴を複数持つ。また
PDIpは消化酵素や血中糖濃度制御因子であるインスリンなどの分泌タンパク質を大量に合成し
ている臓器である膵臓で特異的に発現しており、すべての脊椎動物で保存されている。しか
し、その生理的機能は明らかにされていなかった。私はこれを明らかにすべく、PDIpの生理的
基質の同定を行い、同定された基質に対する PDIpの機能を解析した。さらに小胞体で生じた
異常タンパク質の分解に必要なジスルフィド結合還元システムの解析を行った。 
 
【方法・結果】 
1. 膵特異的 PDIファミリータンパク質、PDIpの基質候補タンパク質の同定 
PDIファミリータンパク質は基質に作用する際に基質とジスルフィド
結合を介した反応中間体を一過的に形成する。本研究ではこの反応中間
体を安定化し、PDIpの基質の同定に利用した。そのために、マウスの
臓器試料を強酸およびチオール基の修飾試薬で処理することでマウスの
臓器に含まれるジスルフィド結合で連結した複合体を安定化した。この
処理を行ったマウスの膵臓から PDIp抗体で PDIpを精製し、質量分析
を行った。その結果、消化酵素とその関連タンパク質が PDIpの相互作
用タンパク質として同定された。さらに種々の抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングによる解析の結果、PDIpが α-アミラーゼ、エラスタ
ーゼ、キモトリプシン B、トリプシンとマウスの膵臓溶解液中でジスルフィド結合を介して相
互作用していることが明らかになった。さらに、マウスの膵臓の内分泌細胞、外分泌細胞を分
図 1 哺乳動物の小胞体内における
ジスルフィド結合形成 
図 2 PDIp の外分泌細胞特異的
な発現 
画し、PDIp抗体で検出した結果、PDIpが外分泌細胞特異的に発現していることが明らかにな
った（図 2）。 
 
 
2. PDIpおよび他の PDIファミリータンパク質の消化酵素の生合成における機能の解析 
次に同定された消化酵素の一つであるエラスターゼ
の生合成における PDIpの機能を調べた。そのために
HeLa細胞を用いて PDIpとエラスターゼの共発現実験
を行った。興味深いことに、エラスターゼは単独で
HeLa細胞中に発現するとジスルフィド結合を介した凝
集体を形成した (図 3 レーン 2、実線)。しかし、PDIp
を共発現するとこれらの凝集体は消失し、細胞内 (レー
ン 3-5)および培地中に分泌されたエラスターゼ単量体
の量が増加した。次に他の PDIファミリータンパク質
である PDI, P5, ERp57, ERp46についても同様の解析を
行った。PDIは PDIpと同様に凝集体形成を抑制し、細胞内のエラスターゼ単量体の量を増加さ
せた(レーン 6)。一方で培地中に分泌されたエラスターゼ単量体の量を減少させた。P5, ERp57, 
ERp46については PDIpや PDIのような効果は観察されなかった (レーン 7-9)。このことから、
PDIpは消化酵素の生合成促進のために働く PDIファミリータンパク質であることが示唆され
た。 
 
3. 小胞体で生じた異常タンパク質の分解に必要なジスルフィド結合還元システムの解析 
一般的に、小胞体で生じた異常タンパク質はジスルフィド結合の切断および立体構造の解き
ほぐしが行われた後にサイトゾルに送られプロテアソームによって分解されると考えられてい
る。ジスルフィド結合の切断には還元活性を有する ERdj5などの PDIファミリータンパク質が
重要な役割を果たすと考えられている。これらの酵素によるジスルフィド結合の切断には電子
が必要となるが、電子を供給する主要な因子は同定されていない。本研究では小胞体で生じた
異常タンパク質の分解に必要な電子の供給源を調べるため、分解基質として、単独で発現した
際に恒常的に分解されることが知られている膜タンパク質である T Cell Receptor α(TCRα)を用
いた解析を行った。サイトゾルに局在する還元酵素であるチオレドキシンレダクターゼの阻害
剤オーラノフィンを添加して TCRαの分解速度の解析を行ったところ、分解が有意に遅くなっ
た。このことから、小胞体で生じた異常タンパク質の分解にはサイトゾルに存在する還元酵素
が重要な役割を果たすことが示唆された。さらにオーラノフィン添加時には細胞内の酸化型の
PDIファミリータンパク質の割合が増加していた。 
 
【考察・まとめ】 
図 3 HeLa 細胞における PDIp と
エラスターゼの共発現実験
失 
1. 膵臓が生産する消化酵素の一つであるエラスターゼの正しい立体構造形成と細胞外への分
泌には PDIpが必要であることがわかった。他の PDIファミリータンパク質にはこのよう
な活性は見られないことから、PDIpは進化の過程でエラスターゼの折り畳みを促進するた
めの機能を獲得したと考えられる。 
2. サイトゾルに存在する還元酵素チオレドキシンレダクターゼが小胞体で生じた異常タンパ
ク質の効率的な分解に必要であることが示唆された。このことからサイトゾルと小胞体の
間で膜を横切って電子を受け渡しする経路が存在し、そこでチオレドキシンレダクターゼ
が重要な役割を果たすことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
哺乳動物細胞の小胞体では、Protein Disulfide Isomerase (PDI) ファミリータンパク質と呼
ばれる約 20種類のタンパク質群が膜タンパク質や分泌タンパク質のジスルフィド結合の
形成を触媒する。論文提出者はこのうち、PDIp呼ばれる膵臓特異的に発現することが報告
されている PDIファミリータンパク質に着目し、研究を行った。PDIpは最もよく研究され
ている PDIファミリータンパク質である PDIと 47.3%の高いアミノ酸配列同一性をもつ一
方、N末端に酸性残基の多い領域や 3つの糖鎖修飾部位を有するなど、PDIと異なる特徴
をもつ。また PDIpはすべての脊椎動物で保存されており、生命活動に重要な役割を有す
ると考えられていたが、その生理的機能は明らかにされていなかった。論文提出者はこれ
を明らかにすべく、PDIpの生理的基質の同定を行い、同定された基質に対する PDIpの作
用を解析した。 
論文提出者は PDIpの生理的基質を同定するため、マウスの臓器中で PDIpと基質が一過
的に形成するジスルフィド結合複合体を安定化し、質量分析を行った。その際、従来の研
究で使用されてきた 2種類のジスルフィド結合複合体の安定化方法の安定化効率の比較を
行い、高効率な方法を採用した。これらの解析によってマウスの膵臓中の PDIpの基質候
補タンパク質として複数の消化酵素を同定した。さらに PDIpが膵臓中で内分泌細胞では
なく、外分泌細胞特異的に発現し、質量分析で同定された基質候補タンパク質の局在と合
致することを明らかにした。 
次に論文提出者は PDIpの基質候補タンパク質として同定されたエラスターゼの生合成に
おける PDIpの機能について培養細胞を用いて解析した。エラスターゼは PDIp非存在下、
培養細胞中で凝集体を形成したが、PDIpを共発現することによりこれらの凝集体は消失
し、細胞中および培地中に分泌されたエラスターゼ単量体の量が増加した。PDIp以外の主
要な 4つの PDIファミリータンパク質についても同様の解析を行い、PDIは PDIpと同様
にエラスターゼの凝集体形成を抑制し、細胞中のエラスターゼ単量体の量を増加させるこ
とを明らかにした。興味深いことに PDIpは培地に分泌するエラスターゼ単量体の量も増
加させたが、PDIではそのような効果は見られなかった。これらのことから、消化酵素の
一つであるエラスターゼの正常な生合成には PDIpが必要であり、PDIpは PDIファミリー
タンパク質の中で特異な機能を有することが示された。論文提出者は自ら設計し遂行した
実験により、生理的機能が未知であった酵素が生命活動に重要なタンパク質の生合成に重
要であることを明らかにし、このことは自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力
と学識を有することを示している。したがって、藤本拓志氏の提出論文は、博士（生命科
学）の博士論文として合格と認める。 
 
 
 
